
Plan du cours « Biologie du 

développement »

Partie I : Notions de base de la biologie du 

développement.

Définitions, les principales étapes de l’embryogenèse

Les facteurs moléculaires contrôlant les processus de base : 

différenciation et communication cellulaire ,morphogenèse

La génétique du développement, l’embryologie expérimentale 

et les techniques d’analyse de l’expression et de la fonction des 

gènes.

Partie 2 : Le développement du xénope et du 

zebrafish: 

Les espèces animales servant de modèle d’étude 

Le Xénope : gènes et facteurs régulateurs impliqués durant les 

premiers stades

Le zebrafish ou poisson-zèbre : gènes et facteurs régulateurs  

Partie 3 : L’organogenèse

.La formation du système nerveux à partir de l’ectoderme

.Le « remodelage » du mésoderme (somitogenèse, formation 

des muscles  squelettiques, formation des membres, …)

Le « remodelage » de l’endoderme (formation du pancréas, foie et 

intestin, …) 



Les techniques utilisées en 

biologie du développement

1) Etude de l’expression des gènes

-au niveau de l’ARNm

-au niveau de la protéine

2) Etude de la fonction des gènes

Approches génétiques

mutation de gènes 

- par mutagenèse aléatoire 

(génétique classique ou « directe »)

- par mutagenèse ciblée (Génétique inverse)

inactivation ou surexpression ciblée

Génétique « directe »

GENE                                         fonction (phénotype)

Génétique inverse

 Etude de la fonction des gènes  

3) Embryologie expérimentale:

Etude des cellules et tissus par :

- Transplantations et explants

- Marquages cellulaires 



1) Par RT-PCR

-Extraction de RNA de différents tissus

-Réverse Transcription

-PCR avec amorces spécifiques d’un gène étudié

-Analyse des fragments par electrophorèse sur gel

 Expression d’un ARN dans des organes ou à différents stades 

de développement

N.B. :

-très sensible

(Requiert peu de 

tissu)

-localisation 

Approximative

- Nbre limité de 

gènes étudiés

(-quantitatif  si 

PCR en temps 

réel)

1) Etude de l’expression des gènes

A) Localisation de l’ARN messager



3) « Micropuces » (Microarrays)

Etude de l’expression des gènes à grande échelle

(totalité des gènes)

Comparaison de

2 échantillons 

Par exemple :

- 2 tissus différents

- 1 tissus à 2 stades

- 1 tissus +/- traitement

- WT  muté

-…..

Désavantage :

-Pas de localisation précise 

de l’expression



3 bis : RNA-seq
Séquençage à haut débit des cDNA   ( 50-100 millions de seq.)

obtenus à partir d’ARNm de tissu, cellules, …

Exemple : RNA-seq de cellules beta pancréatiques 

Avantages :                 

-très sensible

-Applicable à des génomes non séquencés (non 

annotés)   découverte de nouveaux transcripts

Hlxb9 est exprimé dans les cellules beta et pas le gène Arx



4) Par hybridation in situ sur embryons entiers

Sondes :

ARN complémentaires

(Radioactif) ou

lié à un épitope

(digoxigénine ou 

fluorescéine)



Exemple d’hybridation in situ sur embryons 

de zebrafish entier

SOX4b

 Localisation précise de l’expression
Désavantage : nombre limité de gènes étudiés

PTF1a

Cel. Crêtes neurales

pancréas

Cerveau postérieur

pancréas



4b) Par hybridation in situ sur coupes d’embryons 

ou d’organes (pour gros embryons opaques)

 Localisation 

précise dans 

l’embryon



Exemple : 

Expression du gène SOX4 dans le pancréas et 

l’estomac d’embryons de souris (coupe de 

pancréas et d’estomac prélevé d’embryon au stade 

e16 : 16 ième jour embryonnaire)



Immunohistochimie ou immunofluorescence
AbN°1  Protéine

AbN°2 (anti-IgG souris)

- couplé à un fluorophore (FITC, TexasRed, …)

- couplé à une Enzyme (Alkaline Phosphatase )  reaction

Exemple : coupe d’un pancreas d’un embryon de souris

-noir : ARNm sox4 (révélé par hybridation in situ) 

- vert :Ab anti- insuline (+ anti –IgG-lapin-FITC),

- rouge : Ab-glucagon (+ anti-IgG-souris-TexasRed)

glu

ins

 Localisation précise de la protéine dans le tissu

ARNm sox4

B) Etude de l’expression : Localisation des protéines
N.B.: Nécessite un anticorps reconnaissant spécifiquement la protéine étudiée.



2) Etude de la fonction des gènes.

A) approches génétiques.

 mutation ou délétion de gènes

Rappel de notions de base

- Mutations induites ou spontanées.

-mutations ponctuelles (substitutions ou « frame 

shift »)(mutagènes chimiques, exemple ENU)

- délétion ou insertion de fragment d’ADN (ex. : 

transposon ou retrovirus )

A) pertes de fonction 

- complète (« null »)

- partielles

(hypomorphe)

 série allélique

B) Gain de fonction

(activation constitutive

du produit du gène)

 mutation dominante

WT

Hypomorphes

« null »



Rappel de notions de base

Animaux diploide : (chromosome paternel et maternel)

Mutant hétérozygote (+/-)   homozygote (-/-)

mutation récessive phénotype normal (hétérozygotes)

(majorité : « perte de fonction »)

mutation dominante phénotype anormal (het.)

(minorité : gain de fonction, ex.:activation constitutive d’enzyme)

mutation semidominante phénotype observable (het.)

+   phénotype anormal (hom.)

(minorité; haploinsuffisance, perte de fonction 50% -> anomalie)

(Majorité des gènes)               (minorité de gènes)



Transmission des caractères à la 

descendance (lois de Mendel)

Dans le cas de mutations:

Généralement : mutations récessives    

Pas de phénotype au niveau de F2

25 % d’embryons affectés au niveau de F3 

Mutations semi-dominantes (« haploinsuffisance »)

Phénotype muté dans 50% de F2 (hétérozyg.)

25 % d’embryons très affectés au niveau de F3

Mutations dominantes :  50% au niveau de F2

(mutation « gain de fonction » et transgéniques)                       

F1

F2

F3



A: Identification de mutations récessives affectant 

le développement  : génétique « directe »

 Identification de milliers de mutants (1996)

(Stratégie similaire pour la drosophile et C. elegans)
Prix Nobel 1995: Nusslein-Volhard, Wieschaus & Lewis



Analyse du phénotype.

Identification du gène muté
(si mutation induite par insertion de transposons ou rétrovirus:

 utilisation de l’ADN intégré comme sonde)

– si mutation ponctuelle induite par un mutagène :

 cartographie par utilisation de marqueurs 

polymorphiques

 Recherche d’un 

marqueur 

polymorphique proche 

de la mutation

+/-

: « mapcross »

Souche Tu (mutante) Autre souche  (WIK, non mutée)



Identification des mutations par séquençage à haut débit

 Séquençage de l’ADN de ~20-40 mutants F2 obtenus d’un 

« mapcross » :

Exemple : 

Chr. 20 portant la 

mutation X
: DNA souche Tu

: DNA souche WIK

Région homozygote portant la mutation

 Recherche d’un nouveau « SNP » affectant un gène



B: Etude de la fonction des gènes par 

« génétique inverse »

Gène identifié (cloné)  Quel est sa fonction ?

modification - de son expression

- de son activité

et analyse du phénotype

Tests de  « Perte de fonction »

A) par délétion/mutation ciblée du gène

(« knock-out »)

 inactivation complète du gène

B) par diminution de son expression

(« knock-down »)

 inactivation - partielle

- (presque) complète

Tests de « Gain de fonction »

C) par surexpression ou expression ectopique 

- par transgenèse (addition d’un gène)

- par injection d’ARNm



A) La technique de délétion de gène (« Knock-out »)

1) Construction du gène invalidé 

(par clonage en bactéries)(B)

2) Introduction dans les cellules 

ES (cellules totipotentes) (A) 

(par transfection ) et 

recombinaison homologue

3) Implantation  des cellules ES 

dans les blastocystes

4) Sélection des chimères

5) Identification des animaux 

hétérozygotes

6) Génération des homozygotes



Fig. 4.20 p 96 Scott Gilbert

(Prix Nobel à Cappechi, Evans et Smithies pour

La technique de Knock-out  chez la souris)



« knock-out conditionnel ou 

spécifique d’un tissu »

Lorsqu’un gène est exprimé dans plusieurs tissus ou 

à différents stades de développement 

Invalidation du gène - dans un tissus

- à partir d’un stade

1) Sites LoxP de part et d’autres du gène à invalider

2) Expression de la recombinase CRE (croisement 

avec souris transgénique exprimant CRE)

Remarque :

Technique de « knock-out » par recombinaison 

homologue :uniquement  modèle souris

Cause : pas de lignées cellulaires ES pour les autres 

modèles colonisant la lignée germinale

… jusque 2012 



Mutagenèse ciblée de gène par les nucléases 

« Zinc finger Nucleases »,TALEN et CRISPR

(From Streptotocus pyogenes)

CRISPR/Cas9  (2012)

(2011) (2008)



L’enzyme de restriction 

Fok1



Le domaine en doigt de 

zinc



Les protéines TAL

Protéines de Xanthomonas 

modifiant l’expression de 

gènes de la plante infectée



La structure 3D des 

protéines TAL



Les nucléases TALEN



Le système CRISPR/Cas

Système immunitaire bactérien permettant la 

dégradation d’ADN étranger (phage, plasmide, …)



Le système CRISPR/Cas9 : 1 protéine et 1 ARN guide



T7promoterT7promoter

T7 RNA polymerase 

Oligonucleotide (20 nucl.)

Cloning

gRNA plasmid

Efficiency of 

Mutagenesis :
(around 25 % …up to 100 %)

BsaI BsaI

(+NGG in the endogenous gene) 



Mutagenèse ciblée par les nucléases 

CRISPR/Cas9 ou TALEN

2) Injection des

- gRNA

- Cas9 mRNA

(3-4 months)

1 day

3) Test d’efficacité de la mutagenèse

3-4 months

1) Clonage d’of oligos dans le plasmide d’expression gRNA

Transcription des gRNA et  de l’ARNm Cas9

4) Vérification de la 

transmission de mutation

5) Identification des 

heterozygotes 

 Génération d’homozygotes

Ou

- Paire de TALEN

Ou

- Construction de 2 TALEN ciblant le gène d’intérêt



2) Etude de la fonction des gènes 

par inhibition de l’expression 

(dégradation ou blocage de l’ARNm)

(« Knock-down »)

En exprimant ou en injectant :

- des ARN antisens

- des oligonucléotides antisens (morpholinos)

 blocage de la traduction ou de l’épissage

- des ARN double brin (« RNA interference »)

 dégradation ciblée d’un ARNm par un SiRNA

P 103



C-termatg HMG box

mo1sox4b
C-
term

atg
HMG 
box

mo2sox4b

Exemple : Fonction du gène Sox4b dans la 

différenciation des cellules pancréatiques

chez le zebrafish

A : stéréomicroscope

B : injecteur

C : micromanipulateur

D : œufs fécondés

Système d’injection des œufs fécondés

NB: possibilité d’inhibition progressive par l’approche antisens



3) Etude de la fonction des gènes 

par surexpression (gain de fonction) 

- Par injection d’ARNm (pour xénope et zebrafish)

-Par transgenèse (addition d’un gène modifié)

 surexpression, expression ectopique (gène modifié)

Gène étudiéPromoteur 

1) Construction du transgène

2) Injection du transgène dans le zygote

(intégration au hasard dans le génome)

3) Identification de l’animal transgénique et 

analyse de son phénotype

Exemple : injection de l’ARNm de la GFP 

24 hpf4 hpf

( pour les gènes impliqués dans les premières phases du développement)

(cDNA)

P0-Pax6b:GFP



 Déduction des cascades 

régulatrices par tests de gain et 

de perte de fonction
Exemple : formation de l’endoderme chez le zebrafish

Nodal

Bon        Fau/Gata5      X

Cas

Endoderme

: nécessaire et suffisant

: nécessaire et suffisant

: nécessaire mais 

pas suffisant

-perte d’endoderme dans les mutants Nodal, Bon, Fau 

et Cas

- Surexpression de Nodal et Cas induit l’endoderme 



3) L’embryologie expérimentale 

1) Microdissection et culture d’explants

2) Transplantations cellulaires

3) Marquage cellulaire : 

- par injection de colorants ou fluorophores

- (par marquage génétique)  

 notion de spécification et détermination  

cellulaire

 notion des centres d’induction

 notion de lignage cellulaire et carte de destin



Différence entre destin, détermination et 

spécification cellulaire.

Marquage

cellulaire
Transplantation

cellulaire
Explant

Destin

cellulaire

Détermination

cellulaire

spécification

Cellulaire
(labile)

« Carte de destin

cellulaire »

(« fate map »)

« Carte de 

spécification

cellulaire »

Centre 

d’induction



Exemple d’expérience de transplantation

 Les cellules ne sont pas déterminées au stade blastula



-Marquage cellulaire par injection de molécules 

fluorescentes (chez le xénope et zebrafish)

 étude du lignage cellulaire (3-5 jours)

(carte de destin ou « fate map ») 

 Les cellules sont destinées (mais pas déterminées)



Example de transplantations durant la gastrulation :

Mise en évidence de l’organisateur de Speman (1928)

 La partie dorsale du blastopore 

- est déterminé à former la notochorde

- induit un deuxième axe dans l’embryon transplanté

(via la sécrétion de facteurs de signalisation)



Section de tube neural au niveau de la 

greffe avec des cellules de crête neurale 

en migration 

Jeune chimère caille poulet avec 

des plumes foncées dues aux 

mélanocytes de caille.

Tube neural
Cellules des 

crêtes neurales

Etude de destin cellulaire par marquage 

génétique (greffe orthotopiques poulet-caille)

Elimination d’un fragmet de tube neural

de l’embryon de poulet et remplacement 

de celui-ci par un fragment de tube neural 

de caille 

(expériences de Nicole Le Douarin )

(1970-1980)



Marquage Génétique chez la souris par le 

système CRE-Lox inductible

2) Lignée transgénique

Rapportrice ROSA26 :

(gène ubiquiste)

1) Lignée transgénique

« activatrice »         :

(expression ciblée)

 Croisement  lignée double transgénique

a) En absence de tamoxifène (agoniste des oestrogènes)

b) Après induction au tamoxifène (1 ou n injection)

Marquage de la descendance par LacZ



les cellules à la base des cryptes sont marquées 

juste après l’ajout du tamoxifène.

Après quelques jours, les autres types cellulaires de 

la muqueuse intestinales sont marquées

 Démonstration que les cellules sox9+ intestinales 

les cellules souches intestinales

Résultats au niveau de l’intestin :



Conclusions sur les techniques

1) Etude de l’expression (spatio-temporelle)

-au niveau de l’ARNm :

Northen , RT-PCR,microarrays et   

hybridation in situ

-au niveau de la protéine :

Western blotting, immunohistochimie 

2 ) Etude de la fonction des gènes 

- par mutation alléatoire (génétique classique)

- par mutation ciblée : « knock-out »

- par « knock-down » : RNAi, morpholino 

- par « gain de  fonction » 

(génétique inverse)

3) Embryologie expérimentale:

Marquage cellulaire  carte de destin

lignage cellulaire

Transplantation  - détermination des cellules

- induction  

Explants  - spécification

+ observation de processus in vitro


